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(57) Abstract: The inventive method for evaluating an X protein encoded by anLactobacillus fermentum (L. fermentum) ntd gene 
in such a way that the characteristics thereof are modified consists a) in obtaining the Lactobacillus fermentum (L. fermentum) ntd 
gene mutants by random mutagenesis, b) in transforming cells containing a [P-] phenotype provided with vectors containing mutated 
nucleic acids obtained at the stage a) coding for the thus modified X* proteins, wherein P- means that said cells are auxotrophic for 
a substance P produced by the action of X on a natural substrate S, c) in culturing said cells in a medium comprising a substrate 
S*, wherein S* is an analog to the natural substrate S of the protein X and d) in selecting the cells [P-::X*] which survived at the 
stage c) and in which the proteins X* are capable of carrying out the biosynthesis of the product P based on the substrate S*. The 
mutated L. fermentum N-desoxyribosyl transferases have an N-didesoxyribosyl transferase activity, corresponding nucleic acids, 
expression vectors, host cells containing said vectors and an application for the enzymatic synthesis of 2',3'-didesoxynucleosides and 
2',3'-didehydro-2',3'-didesoxynucleosides. 

(57) Abrege : Procede pour faire evoluer une proteine X codee par un gene ntd de Lactobacillus fermentum (L. fermentum) de sorte 
a en modifier ses caracteristiques, comprenant les etapes suivantes a) obtention de mutants du gene ntd de L. fermentum par muta- 
genese aleatoire ; b) transformation de cellules comportant un phenotype [P-] avec des vecteurs comportant les acides nucleiques 
mutes obtenus a l'etape a) codant pour les proteines ainsi modifiees X*, P- signifiant que lesdites cellules sont auxotrophes pour 
la substance P, P etant le produit de Taction de X sur son substrat naturel S ; c) mise en culture desdites cellules dans un milieu 
comprenant un substrat S*, S* etant un analogue du substrat naturel S de ladite proteine X; d) selection des cellules [P-:: X*] qui 
ont survecu a l'etape c) dans lesquelles les proteines X* sont capables de realiser la biosynthese du produit P a partir du substrat S*, 
N-desoxyribosyltransferase de L. fermentum mutees ayant une activite N-didesoxyribosyltransferase, acides nucleiques correspon- 
dants, vecteurs d'expression, cellules notes comprenant ledit vecteur, application a la synthese enzymatique de 2',3'-didesoxynucleo- 
sides et de 2',3'-didehydro-2',3'-didesoxynucleosides. 
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N-desoxvribosvltransferases de Lactobacillus fermentum et application a la 
synthese enzvmatique de 2 , ,3- didesoxvnucleosides et de 2^3'-didehvdro-2^3 , - 

didesoxynucleosides 

La presente invention concerne de nouvelles 
N-desoxyribosyltransferases de Lactobacillus fermentum et leur application a la 
synthese enzymatique de 2 , ,3 , -didesoxynucieosides et de 2 , J 3'-didehydro-2\3 , - 
didesoxynucleosides. 

Les analogues de nucleosides sont tres largement utilises dans 
les therapies antivirales ou dans la chimiotherapie anti cancer. On peut citer par 
exemple la ddl (didanosine), la ddC (zalcitabine) et la d4T (stavudine) ou I'AZT 
(zidovudine) dans la therapie anti-VIH, I'ACV (acyclovir) dans le traitement de 
I'herpes ou encore le GCV (ganciclovir) utilise dans la therapie anti tumorale en 
combinaison avec la thymidine kinase de Therpes. 

Les didesoxynucleosides tels ddl et ddC et leurs derives sont les 
inhibiteurs les plus efficaces connus a ce jour utilises dans la therapie contre le 
virus HIV. 

La synthese chimique de ces composes necessite plusieurs 
etapes de protections, deprotections et purifications. II serait done souhaitable 
de pouvoir simplifier les procedures de synthese de ce type de composes en 
developpant des methodes enzymatiques selectives et hautement specifiques. 

Les N-desoxyribosyltransferases produites par les bacteries du 
genre Lactobacillus sont des enzymes qui catalysent le transfert de 
desoxyribose entre deux bases puriques ou pyrimidiques. Elles sont egalement 
capables en general de transferer le 2 , ,3 , -didesoxyribose entre ces memes 
bases (Carson et Wasson, 1988). Ainsi, plusieurs pyrazolo (3,4-d) pyrimidines 
et triazolo (4,5-d) pyrimidines derivees de la 2 , ,3 , -didesoxycytidine et de la base 
correspondante ont pu etre synthetisees a partir d'enzymes de Lactobacillus 
leichmannii et Lactobacillus helveticus (Fischer et coll, 1990). La reaction de 
transfert de 2',3'-didesoxyribose est toutefois nettement moins efficace que 
celle effectuee avec le 2'-desoxyribose. 
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On a trouve dans le cadre de la presente invention que 
Tintroduction de mutations dans la N-desoxyribosyltransf erase de Lactobacillus 
fermentum (L fermentum), suivie d'une confrontation avec un analogue du 
substrat naturel au sein du criblage selectif permettait d'obtenir un proteine 
mutee ayant une forte activite sur le nouveau substrat. En repetant ces 
operations, il est apparu possible d'obtenir des enzymes presentant une activite 
sur des substrats de plus en plus eloignes du substrat naturel initial. 

C'est a la suite d'une etape de mutagenese aleatoire dans un 
gene ntd de L. fermentum, suivie d'une etape de selection utilisant un crible 
genetique fonctionnel qu'il a ete possible d'isoler des mutants ayant une activite 
specifique plus importante, notamment pour le transfert de 2\3'-didesoxyribose. 

Ce procede de selection d'enzymes modifiees plus actives fait 
plus particulierement intervenir comme crible genetique la souche E.coli PAK 9 
(deposee a la CNCM le 27 Juin 2002 sous le numero d'accession 1-2902), 

i laquelle est de genotype ApyrC ::Gm, AcodA ::Km, cdd ::7>?10. 

Cette souche permet de selectionner la production d'uracile car 
elle est deletee pour le gene pyrC qui commande la conversion de carbamyl 
aspartate en dihydroorotate ainsi que pour les genes codA et cdd qui 
commandent respectivement la desamination de la cytosine et de la 

) (desoxy)cytidine. Elle presente done une exigence en uracile (u) qui ne peut 
etre satisfaite que par rapport d'uridine (R-U), de desoxyuracile (dR-U) ou de 
didesoxyuracile (ddR-U). Cependant Tutilisation de didesoxyuracile (ddR-U) 
peut etre selectionnee dans la souche PAK9 uniquement si un variant de la 
N-desoxyribosyltransferase est capable de realiser une des deux reactions 

i suivantes: 

j) ddR-U — ^ U + ddR, 
ii) ddR-U + C ddR-C + U. 

Les clones transformants de PAK 9 exprimant un gene ntd de L 
) fermentum mute aleatoirement, ont ainsi ete selectionnes en milieu mineral 
glucose additionne de didesoxyuracile (ddR-U) et de cytosine (C). Plusieurs 
transformants ont ete obtenus et sont capables de realiser I'echange 
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ddR-Pyr + Pur ddR-Pur + Pyr 

ainsi que 

dR-Pyr + Pur dR-Pur + Pyr. 

Les sequences nucleotidiques des differents variants de ntd de 
L. fermentum peuvent differer du gene sauvage que d'une seule mutation. 
Leurs activites enzymatiques ont ete evaluees a partir d'extraits bruts ou des 
proteines purifiees. L'activite specifique de NTD* peut etre 10 fois inferieure a 
celle de NTD pour le transfert de desoxyribose mais peut etre 7 fois superieure 
pour le transfert de didesoxyribose. 

L'enzyme selectionnee trouve son application dans la synthese 
enzymatique de 2',3-didesoxynucleoides et de 2\3'~didehydro-2\3'- 
didesoxynucleosides de bases naturelles ou modifiees (5-halogeno- 
pyrimidines), comportant ou non des radioelements. Le precede peut etre 
etendu a la selection de variants capables de transferer des derives de 
2'-desoxyribose ou 2',3-didesoxyribose entre bases (tel que, 3'-amino-2\3'- 
didesoxyribose ou S'-azido^'.S'-didesoxyribose). 

En outre, dans le procede selon I'invention, on peut utiliser des 
cellules dans lesquelles une voie metabolique a ete inactivee. Le crible selectif 
consiste a complementer cette deficience en produisant le produit P pour lequel 
les cellules sont auxotrophes a partir d'un analogue du substrat naturel de la 
proteine X. 

Alternativement, on peut faire evoluer une proteine X par 
complementation d'une proteine apparentee Y, X et Y appartenant tous deux a 
la meme classe de la nomenclature enzymatique EC ou a des classes voisines. 

DESCRIPTION 

Ainsi, de maniere generale, la presente invention se rapporte a un 
procede devolution artificielle in vitro et in vivo d'une proteine X codee par un 
gene ntd de L. fermentum, ledit procede permettant de faire evoluer in vivo 
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ladite proteine X par complementation soit d'une proteine apparentee, soit par 
complementation d'une voie metabolique inactivee. 

Un tel procede permet de faire evoluer une proteine X codee par 
un gene ntd de L fermentum de sorte a en modifier ses caracteristiques par les 
etapes suivantes : 

a) obtention de mutants du gene ntd de L fermentum par mutagenese 
aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [P-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour les 
proteines ainsi modifiees X*, P- signifiant que lesdites cellules sont 
auxotrophes pour la substance P, P etant le produit de Taction de X sur son 
substrat naturel S ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat S*, 
S* etant un analogue du substrat naturel S de ladite proteine X; 

d) selection des cellules [P- :: X*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles les 
proteines X* sont capables de realiser la biosynthese du produit P a partir du 
substrat S*. 

La proteine mutante X* obtenue est une proteine possedant une 
activite voisine de celle de la N-desoxyribosyltransferase naturelle X. X* 
appartient ainsi a des classes enzymatiques communes ou voisines des 
N-desoxyribosyltransferases presentant au moins les trois premiers chiffres des 
classes EC de la nomenclature internationale a 4 chiffres. Pour le passage 
d'une classe a une autre, on peut repeter le procede mentionne ci-dessus avec 
a chaque passage 1'addition d'une modification supplemental sur I'analogue 
de substrat designe par S*. 

Par "analogue de substrat", on entend le substrat S naturel de la 
proteine X naturelle comportant une modification ou une alteration. Par 
"modification de ce substrat", on entend Taddition ou la suppression d'au moins 
un atome, un groupe ou substituant, la modification de la conformation spatiale 
du substrat (isomere, enantiomere, diasteroisomere). Cette modification peut 
etre minime ou importante du point de vue structurel. Dans le cas ou on 
cherche a modifier de maniere substantielle I'activite de la proteine (ou 
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enzyme), on peut proceder par repetition du procede en modifiant d'avantage le 
substrat S* a chaque nouveau cycle de selection. Peu a peu, la proteine 
accumule des mutations qui sont responsables de la modification de son 
activite. 

Dans ce procede, les cellules utilisees a I'etape b) sont obtenues 
par inactivation d'un moins un gene implique dans la voie metabolique naturelle 
conduisant au produit P. 

Ainsi, la proteine X* obtenue complemente la deficience de la voie 
metabolique naturelle conduisant au produit P dans un milieu pourvu du 
substrat S*. 

Par "complement", on entend la suppression du phenotype 
auxotrophe resultant de Hnactivation du gene ou de la voie metabolique. 

Alternativement, les cellules peuvent etre des cellules dans 
lesquelles le gene codant pour une proteine apparentee a X a ete inactive au 
prealable. 

Par "inactivation", on entend une deletion en tout ou en partie, une 
insertion, ou une mutation rendant inoperant le gene. L'inactivation peut 
egalement consister en une modification conduisant a un phenotype du type Ts 
(temperature sensible). Dans ce cas, les cellules sont cultivees a des 
temperatures non permissibles pendant la phase de selection (etapes c) et d)). 

De preference, la proteine apparentee Y precedemment citee 
possede au moins les trois premiers chiffres (2.4.2) de la nomenclature 
internationale EC a 4 chiffres (tableau 1), plus particulierement fait partie de la 
classe EC 2.4.2.6 (N-desoxyribosyltransferases). 
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TABLEAU 1 



Numero EC 


Nom selon la nomenclature internationale 


2.4.2.5 


Nucleoside ribosyltransferase. 


2.4.2.6 


Nucleoside deoxyribosyltransferase. 


2.4.2.7 


Adenine phosphoribosyltransferase 


2.4.2.8 


Hypoxanthine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.9 


Uracil phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.10 


Orotate phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.11 


Nicotinate phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.12 


Nicotinamide phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.14 


AmidonhosDhoribosvltransferase 


2.4.2.17 


ATP Dhosohoribosvltransferase 


2.4.2.18 


Anth rani late phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.20 


Dioxotetrahydropyrimidine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.21 


Nicotinate-Nucieotide-dimethylbenzimidazole 
phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.22 


Xanthine-guanine phosphoribosyltransferase. 


2.4.2.29 


Queuine tRNA-ribosyltransferase. 


2.4.2.30 


NAD(+) ADP-ribosyltransferase. 


2.4.2.31 


NAD(P)(+)-arginine ADP-ribosyltransferase. 


2.4.2.36 


NAD(+)-diphthamide ADP-ribosyltransferase. 


2.4.2.37 


NAD(+)-dinitrogeN-reductase ADP-D-ribosyltransferase. 



Avantageusement, I'activite de la N-desoxyribosyltransferase X 
sur le substrat S est au moins 2, 5, 10, 25, 50, 100 ou 1000 fois superieure a 
son activite sur le substrat S*. Parallelement, I'activite de la proteine X* sur le 
substrat S* est au moins 5, 10, 25, 50, 100 ou 1000 fois superieure a son 
activite sur le substrat S. 

La mutagenese aleatoire de I'etape a) peut etre effectuee soit par 
variation de la concentration en manganese lors de la reaction PGR, soit par 
utilisation d'analogues de nucleotides promutagenes ou encore par la mise en 
ceuvre d'amorces comprenant une sequence aleatoire. Differentes techniques 
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sont decrites dans les documents US 6,323,030 (Methods for generating 
polynucleotides having desired characteristics by iterative selection and 
recombination), US 6,177,263 (Recombination of polynucleotide sequences 
using random or defined primers), WO 01/66798 (Random truncation and 
amplification of nucleic acid), and EP1 205547 (DNA mutagenesis by random 
fragmentation and reassembly). 

Les cellules utilisees dans le cadre de I'invention sont des cellules 
procaryotes ou eucaryotes, de preference E. coli. 

Dans un mode de realisation particulier, I'invention vise un 
procede tel que decrit ci-dessus pour faire evoluer une 
N-desoxyribosyltransferase (DTP) de sorte a obtenir une 
N-didesoxyribosyltransferase, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) obtention de mutants DTP* de la sequence du gene ntd de L. fermentum 
codant pour une N-desoxyribosyltransferase (DTP) par mutagenese 
aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [N-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour les 
proteines DTP*, N- signifiant que lesdites cellules sont auxotrophes pour au 
moins un nucleoside, ledit nucleoside etant le produit de faction de DTP sur 
son substrat naturel dR-N ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
ddR-N ; 

d) selection des cellules [N- :: DTP*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles 
les proteines DTP* sont capables de realiser le transfert du didesoxyribose 
(ddR) d'un didesoxyribonucleoside a un autre nucleoside conduisant a la 
production du nucleoside N necessaire pour la survie des cellules. 

Par "nucleoside N", on entend un nucleoside naturel, c'est a dire 
des molecules constitutes d'un sucre relie a une base heterocyclique par une 
liaison N-glycosidique, les bases etant des pyrimidines (thymine, uracile, 
cytosine) ou des purines (adenine, guanine parmi les bases usuelles). Par "N- ", 
on entend un phenotype [A-, T-, G-, C-, U- ou I-]. 



WO 2005/095596 



PCT/FR2005/000743 



8 

L'enzyme NTD* obtenu peut fetre capable de reconnaTtre et 
transferer un analogue de desoxyribose tel que le didesoxyribose, mais 
egalement d'agir sur des analogues de nucleoside. Ainsi, I'analogue de substrat 
S* utilise peut etre un analogue de desoxyribonucleoside ou didehydro- 
didesoxyribonucleosides comportant au moins une modification chimique sur la 
base et/ou sur le ribose. 

Plus particulierement, la sequence codante (ntd) de la 
N-desoxyribosyltransferase (DTP) de L. fermentum correspond a SEQ ID No 1. 

Dans ce procede, on peut utiliser a I'etape b) des bacteries de 
genotype ApyrC, AcodA, Acdd deficientes dans la voie metabolique conduisant 
a I'uracile. La souche d'E.co// PAK 9 deposee <a la CNCM le 27 Juin 2002 sous 
le N° I-2902, est particulierement adaptee a cet usage. 

Avantageusement, la presente invention vise, a partir du procede 
decrit ci-dessus, a obtenir a partir de la proteine X codee par ntd de 
L fermentum, une proteine mutee presentant une activite 
N-didesoxyribosyltransferase et/ou une activite sur des analogues de desoxy ou 
didesoxyribonucleoside comportant une base modifiee. La sequence de la 
proteine ainsi mutee presente en general un pourcentage d'identite superieur 
ou egal a 70 %, notamment 80 %, preferential ement superieur ou egal a 90 %, 
et plus preferentiellement superieur ou egal a 95 % avec la sequence SEQ ID 
No.2. II est en outre important que certains residus de la sequence ID No.2 
soient conserves pour que ladite proteins mutee presente une activite 
enzymatique optimale. C'est le cas en particulier des residus Y13 (tyrosine en 
position 13), D77 (acide aspartique en position 77), D97 (acide aspartique en 
position 97), E103 (acide glutamique en position 103), M132 (methionine en 
position 132). Ainsi, certains variants peu\/ent presenter un pourcentage 
d'identite avec la sequence ID No. 2 compris entre 70 % et 80 % dans les 
regions qui sont situees en dehors du site catalytique de l'enzyme constitue par 
lesdits residus. Ces variants presentent alors une sequence identique au moins 
a 70 % a SEQ ID No.2, dans laquelle les residus Y13, D77, D97, E103, M132 
sont conserves, de preference au moins a 80 ( M>. 

L'invention consiste ainsi egalement en une proteine ayant une 
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activite sur des analogues de desoxy- ou didesoxyribonucleosides, presentant 
un pourcentage d'identite avec SEQ ID N°4 egale ou superieure a 70 %, de 
preference 75 %, et dans un ordre preferentiel, respectivement 80 %, 85 %, 90 
%, 95 % et 98 %, et comprenant un residu threonine correspondant au point de 
mutation A15T de SEQ ID N°4. La correspondance entre le residu threonine et 
le point de mutation A15T de SEQ ID N°4 est en general etabli par alignement 
de la sequence de ladite proteine avec SEQ ID N°4 comme cela est represents 
dans la figure 3 de la presente demande. 

Une telle proteine comprend en general, en outre, les residus 
correspondants a Y13, D77, D97, E103 et M132 de SEQ ID N°4, qui sont 
necessaires a une bonne activite catalytique. 

De preference, une proteine selon I'invention presente une activite 
N-didesoxyribosyltransferase, ce qui se traduit en general par une activite de 
transfert du desoxyribose et du didesoxyribose et/ou didehydroribose. 

Une proteine telle que definie ci-dessus presente en general une 
activite catalytique sur d4T et ddT superieure, de preference au moins 50 %, a 
celle de la proteine N-desoxyribosyltransferase native de L.fermentum 
representee par SEQ ID N°2. 

Cette activite catalytique se traduit notamment par une efficacite 
catalytique sur d4T et ddT au moins 5 fois, de preference au moins 7 fois, 
superieure a celle de la proteine N-desoxyribosyltransferase native de 
L.fermentum representee par SEQ ID N°2. L'efficacite catalytique sur ddT est 
en general 10 fois, de preference 20 fois et plus preferentiellement 50 fois 
superieure a celle de la proteine N-desoxyribosyltransferase native de 
L.fermentum representee par SEQ ID N°2. 

On entend par efficacite catalytique le resultat du quotient 
Kcat/Km, qui reflete le nombre de fois qu'une enzyme effectue une reaction 
(transformation de son substrat), compare au nombre de fois que ladite enzyme 
forme un complexe avec son substrat. Ainsi plus une enzyme est efficace, plus 
elevee sera la valeur de son quotient Kcat/Km. 

Une proteine mutee particulierement preferee de I'invention 
comprend la mutation A15T, comme par exemple la proteine de sequence SEQ 
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ID No 4. 

L'invention concerne egalement un acide nucleique comprenant 
une sequence de ntd mutee (NTD*) codant pour une proteine mutee telle que 
definie precedemment et ayant une activite N-desoxyribosyltransferase et/ou 
une activite sur des analogues de desoxy ou didesoxyribonucleoside 
comportant une base modifiee mutee. Un acide nucleique prefere de ('invention 
comprend la sequence SEQ ID No 3, lequel code pour la proteine 
correspondant a SEQ ID No.4. 

L'invention porte egalement sur un vecteur d'expression 
comprenant un acide nucleique tel que defini ci-dessus, en particulier la 
sequence SEQ ID No.3. Cette sequence peut etre fusionnee a un promoteur 
efficace pour I'expression de toute ou partie de ladite sequence dans les 
cellules eucaryotes et/ou procaryotes. Le vecteur peut etre un plasmide capable 
de transformer et de se maintenir chez E. coli. Le vecteur peut se maintenir 
dans la bacterie de maniere stable ou transitoire. 

L'invention vise egalement une cellule hote comprenant un 
vecteur tel que decrit precedemment, telle que la souche d'E". coli deposee a la 
CNCM le 22 mars 2004 sous le numero d'accession 1-3192 qui comprend le 
vecteur pETLFAl 5T decrit plus loin. 

Dans un autre aspect, l'invention se rapporte a I'utilisation d'une 
N-didesoxyribosyltransferase decrite ci-dessus pour le transfert d'un 
dideoxyribose (ddR) d'un didesoxyribonucleoside sur un autre nucleoside, en 
particulier dans le but d'obtenir la synthese de 2',3'-didesoxynucleosides et de 
2\3 , -didehydro-2\3'-didesoxynucleosides. 

Cet enzyme obtenue a partir du procede selon l'invention est 
particulierement utile pour la preparation d'analogues de nucleosides possedant 
des proprietes antitumorales, notamment du ddl ou ddC. 

Ainsi, l'invention porte egalement sur un procede de preparation 
de composes comprenant une etape consistant a mettre en oeuvre une proteine 
mutee definie ci-dessus. 

Ce procede est particulierement avantageux pour la preparation 
d'analogues de nucleosides ou nucleotides utiles pour le traitement du cancer 
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ou de maladies infectieuses, notamment des didesoxyribonucleosides, en 
particulier le ddC ou ddl et de 2 , ,3'-didehydro-2',3 , -didesoxynucleosides. 

On se referera aux legendes des figures ci-apres pour la suite de 
la description. 



Legendes 

Figure 1 : Voies de biosyntheses 

figure 1a) la synthese "c/e novo" de I'ADN a partir de precurseurs simples. 
Les abreviations utilisees sont les suivantes : 
ndk: nucleoside diphosphokinase 
pyrA: carbamoylphosphate synthase 
pyrB: aspartate carbamoyltransferase 
pyrC: dihydroorotase 
pyrD: dihydroo rotate oxydase 
pyrE: orotate phosphoribosyltransferase 
pyrF: orotidine 5-phosphate decarboxylase 
pyrG: CTP synthetase 
pyrH: UMP kinase 

- figure 1b) la voie de sauvegarde ou de recyclage bien moins couteuse en 

energie et impliquant des reactions de transfert de sucre a partir de bases 

preformees (issues de la degradation hydrolytique decides amines et de 

nucleotides). Les abreviations utilisees sont les suivantes (enzymes 

representees par leurs genes correspondants) : 

cdd: cytidine/desoxycitidine desaminase 

cmk: CMP/dCMP kinase horylase 

codA: cytosine desaminase 

deoA: thymidine phosphorylase 

tdk: thymidine kinase 

udk: uridine/cytidine kinase 

udp: uridine phosphorylase 

upp: uridine phosphoryltransferase 

thy A: thymidylate synthase 
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Figure 2 : Cycle catalytique de NTD 

Figure 3 : Alignement de sequences de Ntd montrant les residus Y(Tyr)13, 
D(Asp)77, D(Asp)97, E(Glu)103 et M (Met)132 faisant partie du site 
catalytique. Lh : lactobacillus helveticus] La : lactobacillus acidophilus, Lj : 
lactobacillus johnsonni, LI : lactobacillus leichmanni, Lf : lactobacillus 
fementum, Lm : leuconostoc mesenteroides, Pro mar : prochlorococcus 
marinus 

EXEMPLE 1 : Synthese enzymatique de nucleosides 

La synthese des nucleosides chez E. coli peut se faire selon deux 
procedes; [Agnete MUNCH-PETERSEN (1983). "Metabolism of nucleotides, 
nucleosides and nucleobases in microorganisms" published by Academic 
Press] (voir figures 1a et 1b). 

II existe deux classes d'enzymes qui catalysent le transfer! d'un 2- 
desoxyribosyle vers une base azotee ; voir ci-apres et [Jane R. HANRAHAN & 
David W. HUTCHINSON (1992). "The enzymatic synthesis of antiviral agents". 
Journal of Biotechnology; vol.23; 193-210. Celles-ci sont parfois employees 
pour la synthese d'analogues de nucleosides]. 

Les N-desoxyribosyltransferases catalysent le clivage des liaisons 
glycosidiques des 2-desoxynucleotides. Elles sont presentes chez certains 
micro-organismes qui ne possedent pas ou peu de purine et de pyrimidine 
phosphorylase (lactobacilles par exemple) [6-8]. Elles participent au recyclage 
des nucleotides. 

Reactions catalysees selon le type d'enzymes 

Deux types d'enzyme ont ete caracterises, [Jose HOLGUIN & 
Robert CARDINAUD (1975). "Trans-N-Deoxyribosylase: substrate specific 
studies". European Journal of Biochemmistry; vol.54; 515-520]. 
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Purine desoxyribosyltransferase ou NTD I : 

Elle catalyse exclusivement le transfer! reversible d'un sucre d'une 
base purique (base donneuse) vers une autre purine (base receveuse). 

(1) : (d)R-pun + pur 2 pun + (d)R-pur 2 

Pyrimidine/Purine desoxyribosyltransferase ou NTD II : 
Elle catalyse majoritairement le transfert entre purine et pyrimidine 
selon les equations reversibles suivantes : 

(2) : (d)R-pyri + pyr 2 ^ pyn + (d)R-pyr 2 

(3) : (d)R-pyn + pur 2 ^1 pyn + (d)R-pur 2 

Mecanisme reactionnel (figure 2) 

Si on s'en tient a ce qui est connu chez Lactobacillus delbruckii, 
NTD II de reagirait selon un mecanisme "ping-pong-bi-bi" qui ferait intervenir 
deux substrats et deux produits [Jose HOLGUIN & Robert CARDINAUD (1975). 
"Trans-N-Deoxyribosylase: Purification by affinity chromatography and 
characterisation". European Journal of Biochemmistry; vol.54; 505-514 ; C. 
DANZIN & Robert CARDINAUD (1974). "Deoxyribosyl transfer catalysis with 
trans-N-deoxyribosylase. Kinetic studies of purine to purine 
trans-N-deoxyribosylase. European Journal of Biochemistry; vol. 48; 255-252 ; 
C. DANZIN & Robert CARDINAUD (1976). "Deoxyribosyl transfer catalysis with 
trans-N-deoxyribosylase. Kinetic studies of purine (pyrimidine) to purine 
(pyrimidine) trans-N-deoxyribosylase. European Journal of Biochemistry; vol.62; 
356-372]. 

On suppose que le sucre du nucleoside donneur (dBase-0 se lie 
de fagon covalente a Tenzyme. Une reaction intramoleculaire au sein de ce 
complexe binaire permet le clivage de la liaison p-glycosidique et la formation 
d f un complexe ternaire E-desoxyribosyi-Basei suivie de la liberation du premier 
produit (Basei). La base acceptrice (Base 2 ) se fixe alors sur I'intermediaire 
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binaire et apres reaction intramoleculaire sur le site actif de ('enzyme, le second 
produit (dBase 2 ) est libere. L'enzyme peut des lors mener une autre catalyse. 

Proprietes physico-chimiques 

Chez Lactobacillus delbruckii, les deux enzymes ont un poids 
moleculaire voisin (evalue aux alentours de 100 kDa) mais elies different par 
ieur stabilite thermique (activite observee jusqu'a 45°C pour NTD I et 55°C pour 
NTD II) et Ieur pH optimum (6.4 pour NTD I et 6.0 pour NTD II). 

Le gene ntd de Lactobacillus delbruckii codant pour NTD II d'une 
longueur de 471 bp code pour la synthese d'une proteine de 157 acides amines 
et de poids moleculaire total de 1 10 kDa [William J.COOK, Steven A. SHORT & 
Steven E. EALICK (1990). "Crystallization & preliminary X-ray investigation of 
recombinant Lactobacillus leichmanii nucleoside 2-deoxyribosyltransferase". 
The Journal of Biological Chemistry; vol.265; No. 5; 2682-2683]. La structure 
cristalline de I'enzyme NTD II de L. delbruckii a ete determinee avec une 
resolution de 2,5 A. C'est un hexamere (trimere de dimeres) constitue de six 
sous-unites identiques de 18 kDa. Chaque sous-unite possede au centre un 
feuillet p parallele compose de cinq brins de longueurs diverses et entoure par 
quatre helices a disposees de fa$on asymetrique. Chacune comprend un site 
actif, mais les six centres catalytiques, distants deux a deux d'environ 20 A, 
requierent ia participation des chames laterales des sous-unites voisines 
[Shelly R. ARMSTRONG, William J.COOK, Steven A. SHORT & Steven E. 
EALICK (1996). "Crystal structures of nucleoside 2-deoxyribosyltransferase in 
native & ligand-bound forms reval architecture of the active site". Structure; 
vol.4; No.1; 97-107]. Ces dernieres sont impliquees dans le positionnement de 
Tacide amine catalytique (le glutamate 98) [ David J.T. PORTER, Barbara M. 
MERRIL & Steven A. SHORT (1995). "Identification of the active site 
nucleophile nucleoside 2-deoxyribosyltransferase as glutamic acid 98". The 
Journal of Biological chemistry; vol.270; No.26; 15551-15556]. 
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Synthese enzymatique cTanalogues de nucleosides 
Les reactions de transfer!:, hautement stereospecifiques, 
produisent en presence d'une transferase NTD I ou NTD II, exclusivement 
I'anomere p du nucleoside (ce qui evite I'etape de separation des isomeres a 
etp). 

L'enzyme possede une grande specificite vis-a-vis des 
2-desoxyribonucleotides mais tolere un grand nombre d'analogues modifies sur 
le sucre ou sur la base. La thymidine et la cytosine semblent les plus efficaces 
donneurs de sucre. D'autre part le transfert peut s'effectuer sur un large panel 
de bases receveuses. Citons par exemple les purines substitutes en position 6 
[D. BETBEDER, D.W. HUTCHINSON & A.O. RICHARDS (1989). "The 
stereoselective enzymatic synthesis of 9-(3-D~2\3'-dideoxynucleosides of N(6)- 
substitued purines". Antiviral Chem. Chemother ; vol.17; 4217-4222] et dYTP. 

dYTP : 

L'imidazole-4-carboxamide note Y a ete propose comme purine 
simplifiee. Cet analogue a pourformule: 




II a ete rapporte que le nucleotide dYTP pouvait se substituer a 
dATP ou dGTP lors de la copie de I'ADN ce qui introduit des mutations. On peut 
egalement citer les composes decrits WO 01/96354 (Institut Pasteur) de 
formule generale : 
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Les enzymes NTD se reveient capables de catalyser de fagon 
marginale la reaction d'echange entre un 2\3 , -didesoxyribose et une base 
acceptrice : 

dd-V-Base-i + Base 2 Basei + dd-1'-Base 2 

(dd = 2 , ,3'-dideoxyribose) 

Neanmoins la Vitesse de ce transfert reste tres faible comparee a 
celle caracterisant i'echange de desoxyriboses. 

Les 2 , ,3'-didesoxyribonucIeotides presentent un interet evident en 
tant que terminateurs de chame dans les procedures de sequengage. De plus 
la 2',3-didesoxyadenosine (ddA) et la 2\3'-didesoxyinosine (ddl) sont utilises a 
des fins therapeutiques notamment dans le cas du virus du SIDA: ces 
analogues inhibent de maniere efficace la replication du VI H (virus 
d'immunodeficience humaine) [H. MITSUYA & S. BRODER (1987). "Strategies 
for antiviral therapy in AIDS". Nature ; vol. 325 ; 773-778]. 

A cette fin, invention apporte un nouveau precede d'obtention de 
mutants de Penzyme NTD II afin de selectionner des enzymes mutantes de 
L fermentum qui ont une plus forte specificite envers les 2\3'- 
didesoxyribonucleosides que I'enzyme native. 

EXEMPLE 2 : 

Application du procede selon rinvention pour Tobtention de NTD* 

MATERIELS ET METHODES 

Les souches d'E. coli PAK9 sont cultivees en milieu Luria-Bertani 
(LB) ou en milieu minimum MS (Richaud et coll 1993). Les antibiotiques 
kanamycine, Km, chloramphenicol Cm, sont utilises a la concentration finale de 
25)Lig/ml ; tetracycline, Tc et gentamycine, Gm, 10|ng/mL. Les nucleosides et 
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bases sont utilises dans les milieux de culture a la concentration finale de 
0,3mM. Les techniques de biologie moleculaire ont ete faites selon Sambrook 
et coll (1989) 

Les produits d'amplification sont purifies a I'aide du QIAquick PCR 
purification (QIAgen) 

Les fragments d'ADN purifies sur gel d'agarose sont extraits a 
I'aide du Kit Jetsorb (Genomed) ou du kit QIAquick gel extraction (QIAgen). 
L'ADN plasmidique est purifie a I'aide du kit QIAprep spin miniprep (QIAgen) 

La souche PAK9 (MG1655 ApyrC ::Gm, AcodA ::Km, cdd ::7n10) 
est disponible aupres de la CNCM (Collection Nationale de Culture des 
Microorganismes) a I'lnstitut Pasteur, 25-28 rue du Dr Roux 75224 Paris cedex 
1 5, sous le N° I-2902. 

Le vecteur pSU19N a ete obtenu par mutagenese dirigee du 
plasmide pSU19 [B. BARTOLOME, J. JUBETE, E. MARTINEZ & F. DE LA 
CRUZ (1991) " constructions and properties of a family of pACYCI 84-derived 
cloning vectors compatible with pBR322 and its derivatives" Gene; vol.102; 75- 
78; E. MARTINEZ, B. BARTOLOME & F. DE LA CRUZ (1988) "pACYC184- 
derived cloning vectors containing the multiple cloning site and lacZ alpha 
reporter gene of pUC8/9 and pUC18/19 plasmids" gene; vol 68(1); 159-162] a 
I'aide des oligonucleotides 

P AK 23 5P-CAATTTCACACAGGAAACACATATGACCATGATTACGCC (SEQ. ID N° 5) 
PAK 24 5'P-TGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCAC (SEQ. ID N°6) 

Un gene ntd de L. fermentum a ete amplifie par PCR a partir du 
plasmide pLF6 utilise ici en tant que matrice d'ADN. Le plasmide pLF6 propage 
a partir de la souche E.coli PAK6 deposee a la CNCM le 2 mai 2001 sous la 
reference I-2664, contient un fragment Alu I de 1 ,36 kb du gene codant la N- 
desoxyribosyltransferase de type II issu de la souche L.fermentum 
CIP102780T. Pour amplifier ce fragment d'ADN, les oligonucleotides suivants 
ont ete utilises: 

' PAK 5 5-GATATACATATGAAAAATACCGACCCAGTTGC (SEQ. ID N°7) et 
PAK 6 5-NNGGATCCTTAGGTTAGTTAGAAAACCTTGAATGGTGGG (SEQ. ID N°8), 
puis les fragments amplifies ont ete digeres par les enzymes de restriction 
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BamH\ et Ndel et clones dans le vecteur pSU19N. Dans cette construction, 
I'expression de la proteine est sous le controle du promoteur lac. 

1) Mutaqenese 

Les amorces T7prom (5'~TTAATACGACTCACTATAGGGG) 
(SEQ. ID N°9) et T7term (S'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG) (SEQ. ID N°10) ont 
ete utilises pour amplifier le gene ntd clone dans le plasmide pET24a 
(Novagen) selon des conditions standard d'amplification a Taide du GeneMorph 
PCR Mutagenesis Kit (Stratagene, USA). Les parametres d'amplification : 1 
cycle de 5' a 95°C, 30 cycles comportant chacun les trois etapes suivantes : 
30" a 95°C, 30" a 51,5°C, V a 72°C, puis un cycle de 10' a 72°C. Les 
concentrations d'ADN matrice utilisees : 10ng et 10pg. 

2) Clonaqe et selection 

Les produits d'amplification purifies sont digeres durant 2 heures a 
37°C par les enzymes de restriction BarnHl et Ndel. Apres migration a 150V 
durant 45 min, ils sont purifies par extraction du gel d'agarose a 1 % a I'aide du 
kit QIAquick gel extraction (QIAgen). 

Le plasmide pSU19N est digere par les memes enzymes et purifie 
selon la me me procedure. 

Les ligatures realisees dans un volume de 20 pL comprennent 
15 ng des produits d'amplification, 50ng de pSU19 digere par BamHl-Hind\\\, 
2 jiL de tampon de reaction 10x concentre de la T4 ADN ligase et 6U de T4 
ADN ligase. La reaction est effectuee a 16°C durant 18 heures. 

Les produits de ligature sont ensuite dialyses sur filtre Millipore 
(0,05 prn ; 13 mm) pendant 30 min puis utilises pour transformer la souche 
PAK9, preparee selon le protocole decrit par Dower et coll (1987), par 
electroporation. 

1 a 5 jlxL d'ADN ligature melanges a 50 |uL de la souche PAK9 
dans une cuvette de 2mm sont soumis a une charge de 2,5 kV. Apres une 
incubation d'une heure a 37°C dans 1 ml de milieu LB supplements en uracile 
(0,3 mM), deux lavages successifs avec 1 ml milieu MS 1x sont effectues. 
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450 |liL de suspension sont etales sur milieu geiose mineral 
glucose supplements en Cm, ddU et C. Les boites sont incubees a 37°C durant 
4 jours. Les colonies selectionnees sont ensuite isolees sur le meme milieu. 

L'ADN plasmidique des colonies isolees est prepare a partir de 
cultures en milieu LB supplementees en Cm et U. Le sequengage des 
plasmides a ete effectue par la societe MWG-BIOTECH. 

Le sequengage des plasmides presents dans les transformants de 
PAK 9 selectionnes a permis d'identifier une mutation dans la sequence (ntd) 
ayant pour effet de substituer dans la sequence proteique correspondante 
(SEQ ID N°2) le residu A en position 15 par un residu T (mutation notee A15T). 

3) Mesure de I'activite enzymatique des extraits bruts des diffe rents 
mutants 

3,1 Preparation des extraits bruts 

Les precultures sont obtenues apres inoculation d'une colonie 
isolee dans 5 mL de milieu LB contenant Cm et U pour la souche PAK9 suivie 
d'une nuit d'incubation sous agitation a 37°C. 

Le lendemain, 15 mL de milieu LB Cm et U sont inocules a une 
D0 6 oo = 0,01. Les cultures sont ensuite incubees a 37°C jusqu'a une DO 
comprise entre 0,8 et 1 . 

Les cellules sont ensuite centrifugees a 4000 rpm pendant 30 
minutes a 4°C, le culot est remis en suspension dans 10 ml de tampon 
phosphate (Na 2 HP0 4 + NaH 2 P0 4 ) a 50 mM (pH=7,5). Apres centrifugation, le 
culot est remis en suspension dans 1 ml du meme tampon. Les cellules, 
conservees dans de la glace, subissent alors trois cycles de 30 s de sonication 
et 30 s de repos. Apres centrifugation a 12000 rpm durant 2x15 minutes a 4°C; 
les surnageants sont recuperes et stockes a -20°C. 

3, 2 Reaction enzymatique 

50 \xL d'extrait enzymatique sont additionnes a 200 jliL de tampon 
citrate a 100 mM pH 6,44 en presence de ddU ou dU a 3 mM final et de C a 
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1 mM final pour la souche PAK9, le tout est incube a 37°C. L'avancement de la 
reaction est suivi par CCM (Silice ; eluant : MeOH- CH 2 CI 2 (20/80)). Les 
produits sont reveles sous UV, et les sucres reveles par le reactif de Zucker La 
disparition des substrats et la formation des produits ont aussi ete quantifies par 
analyse en HPLC. Les differents produits sont separes par HPLC analytique 
avec une colonne phase inverse (100-5C18) en utilisant un debit de 1ml/min et 
un gradient lineaire 5-25% CH 3 CN dans un tampon triethylammonium acetate 
10mM a pH 7,5 pendant 20 min. 

4) Suroroduction et purification de la /V-desoxvri bos vl transferase native 
et du mutant LFA15T, 

Les oligonucleotides : 
PAK 5 5 1 - N G ATAT AC ATATG A AAAAT ACC G ACCC AGTTG C (SEQ. ID N°1 1 ) et 
PAK 6 54MNGGATCCT (SEQ. ID N°12) 

ont ete utilises comme amorce dans une reaction d'amplification dans des 
conditions standard en utilisant le gene ntd de L. fermentum clone dans le 
pSU19 (pLF6) comme ADN mat rice. Le produit d'amplification a ete digere par 
les enzymes de restriction A/del et BamH\ pendant 2h a 37°C, purifie sur gel 
d'agarose et insere dans le plasmide pET24a digere par les memes enzymes 
puis le melange de ligature utilise pour transformer la souche (3 2033. L'ADN 
plasmidique des colonies a ete prepare et digere par les enzymes A/del et 
BamH\. Ceux dont la sequence etait correcte ont ete utilises pour transformer la 
souche BL21 (DE3)/p/ysS (Novagen). L'ADN plasmidique du mutant 
pSU19NLFA15T selectionne precedemment a ete prepare puis digere par les 
enzymes Nde\ et BamH\. Le fragment Nde\ -BamH\ correspondant a ensuite 
ete insere dans le plasmide pET24a digere par les memes enzymes pour 
donner le plasmide depression pETLFA15T utile a Texpression de la proteine 
mutee. Une souche d'E.coli transformee a Taide du plasmide pETLFA15T a ete 
i deposee a la CNCM le 22 mars 2004 sous le numero d'accession 1-3192. La 
surproduction des deux /V-deoxyribosyltransferases, native et mutee, a ete 
obtenue a partir de cultures de cette souche dans 500ml de milieu LB 
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supplements en Km et Cm. Ces cultures ont ete induites a une DO600 =0,6 par 
addition d'IPTG (0,4mM), I'incubation etant poursuivie pendant 2h30 a 37°C. 

Les cellules sont ensuite centrifugees 15' a 4000rpm a 4°C, 
lavees dans 50 ml de tampon phosphate puis le culot obtenu apres 
centrifugation est conserve une nuit a -20°C. Le culot baoterien remis en 
suspension dans 20 ml de tampon phosphate est ensuite lyse par un passage a 
la presse de French a 14000psi. Le lysat est centrifuge pendant 90' a 
50000 rpm. Le surnageant contenant les proteines solubles est ensuite 
precipite au sulfate d'ammonium (40 % saturation). Le precipite obtenu apres 
centrifugation a 13900rpm (20000g) pendant 30' a 4°C est remis en suspension 
dans 1 ml de tampon phosphate 100mM pH7,5 NaCI 1,5M puis depose sur une 
colonne gel filtration Sephacryl S200 (Amersham-Pharmacia). Les fractions 
sont ensuite analysees par gel SDS-PAGE et I'activite enzymatique determinee. 
Les fractions les plus actives et les plus pures sont dialysees durant une nuit a 
4°C contre le meme tampon a pH-6,0. La concentration proteique est 
determinee par mesure de la DO a 280 nm. 

La mesure des activites enzymatiques est effectuee comme decrit 
dans le paragraphe 4.2. 

5) Resultats 

Les clones transformants de la souche d'E.co// PAK9, exprimant le 
gene ntd mute de L fermentans ont ete selectionnes en milieu mineral glucose 
additionne de didesoxyuracile (ddR-U) et de cytosine (C). 

Plusieurs transformants ont ete obtenus et sont capables de 
realiser Techange : 

ddR-Pyr + Pur < — > ddR-Pur + Pyr ainsi que dR-Pyr + Pur < >dR-Pur + Pyr. 

Les sequences nucleotidiques des differents variants de ntd sont 
identiques et ne different du gene sauvage que d'une mutation (indiquee en 
gras dans le tableau 2 ci-dessous). Dans les deux cas (L leichmannii et 
L. fermentum) un acide amine neutre (glycine et alanine) est remplace par un 
acide amine nucleophile (serine et threonine respectivement). La conversion 
/V-desoxyribosyltransferase en A/-didesoxyribosyltransferase ou /V-didehydro- 
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ribosyltransferase semble done necessiter ia substitution d'un acide amine 
neutre par un acide amine nucleophile qui doit contribuer au position nement du 
sucre favorisant sa catalyse. II est remarquable de noter dans le tableau 2 que 
toutes les A/-desoxyribosyltransferases ainsi qu'un certain nombre de proteines 
(de fonction inconnue) homologues possedent a cette position une glycine ou 
une alanine. 



TABLEAU 2 



Origine du gene mute 


Sequence proteique correspondante 


NTD Lactobacillus, acidophilus 


MMAKTKTLYF 


G 


AG WFN E KQ N KAYKAAM EALKQ N 


NTD Lactobacillus, helveticus 


MNKKKTLYF 


G 


AGWFN EKQN KAYKEAM AALKEN 


NTD Lactobacillus, leichmannii 


MPKKTIYF 


G 


AGWFTDRQNKAYKEAMEALKEN 


NTD LIG9S 


MPKKTIYF 


S 


AGWFTDRQ N KAYKEAM EALKEN 


PTD Lactobacillus, helveticus 


MKAWPTG-KIYL 


G 


SPFYSDAQRERAAKAKELLAKN 


Lactobacillus gasseri 


MTKQKTVYF 


G 


AGWFTETQNKAY 


NTD Lactobacillus, fermentum 


LKNTDPVANTKIYL 


A 


TSFFNEEQRARIPQALAQLEAN 


NTDLFA15T 


LKNTDPVANTKIYL 


I 


TSFFNEEQRARIPQALAQLEAN 


Oenococcus oeni MCW 


MNMAKNIYL 


A 


SPFFDDEQIARVKKIEKALESN 


Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 


KNVYL 


A 


SPFFDKEQIERVERVEKALAAN 


Lactobacillus plantarum WCFS1 


VYL 


A 


APFFDEAQKERIQQVKSALLAN 


Lactococcus lactis IL1403 


NQAVNVYL 


A 


APFFSESQIKK 



Les activites enzymatiques des A/-desoxyribosyltransferases 
natives et mutantes de L. leichmannii (LL et LL G9S) et de L. fermentum (LF et 

LF A15T) dans les reactions d'echange dT +C < >dC + T, ddT +C < KidC + 

T et d4T +C < — >d4C + T ont ete evaluees a partir d'extraits bruts ou des 

proteines purifiees. 

Les resultats reportes dans le tableau 3 ci-dessous montrent que 
I'activite specifique du mutant LFA15T est inferieure a celle de Tenzyme native 
(LF) pour le transfert de desoxyribose mais que celle-ci est superieure pour le 
transfert de didesoxyribose ou de didehydroribose. Pour le transfert de 
desoxyribose, I'activite est diminuee d'un rapport de 7, tandis que celle-ci est 
augmentee par 3 dans le cas du transfert de didesoxyribose et par 35 dans le 
cas du didehydroribose. 
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TABLEAU 3 





LL 


LL G9S 


LF 


LFA15T 


dT + C 


100 


10 


76,5 


10,7 


ddT + C 


0,2 


2,5 


0,9 


2,5 


d4T + C 


0,5 


8 


2,1 


73,5 



Note : 100% en haut de la colonne LL represente I'activite -specifique de ('enzyme NTD de 
L leichmannii lors de la reaction dT + C < — >dC + T. 



Le tableau 4 ci-dessous, montre le detail des resultats de tests 
d'activite enzymatique pour Tenzyme native et I'enzyme mutee de B.fermentum 
pour chacune des reactions dT + C, ddT + C et d4T + C. On retrouve dans la 
premiere colonne du tableau les valeurs de constante d'affinite (Km), dans la 
seconde, de vitesse maximale de reaction (Vmax), dans la troisieme, de 
constante de catalyse (Kcat), et dans la derniere le rapport des constantes 
d'affinite et de catalyse (Km/Kcat) rendant compte de I'efficacite des enzymes 
testees. Ces differentes valeurs ont ete mesurees selon le protocole decrit dans 
la litterature [P A Kaminski (2002) "Functional cloning, heterologous expression 
and purification of two different A/-deoxyribosyltransf erases from Lactobacillus 
helveticus" J. Biol. Chem; vol. 277; 14400-14407]. Uenzyme mutee selon le 
procede de ('invention montre une meilleure activite catalytique sur d4T et sur 
ddT que Tenzyme native. Les activites sont augmentees respectivement de 
60 % et 54 %. En outre, Tenzyme mutee LFA15T est 60 fois plus efficace que 
renzyme native LF dans Techange ddT + X et 7, 5 fois plus efficace dans 
Techange d4T + X. 

TABLEAU 4 





Km 
UM 


Vmax 
|jmol/s 


Kcat 
Mmol/s/|jg 


Kcat/km 


LF dT 


124 


6,65 


0,665 


5,36 


LF ddT 


80 


5,7 


0,038 


0,047 


LF d4T 


1250 


24 


0,56 


0,448 


LFA15T dT 


371 


9,7 


0,242 


0,65 


LFA15T ddT 


53 


7,8 


0,156 


2,9 


LFA15T d4T 


1,1 


18,4 


3,68 


3,34 
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L'enzyme selectionnee trouve done son application dans la 
synthese enzymatique de 2\3 , -didesoxynucleosides et de 2\3'-didesoxy, 
2\3'-didehydronucleosides de bases naturelles ddC, ddA, ddl, d4T, d4C, d4G 
(Ray et al 2002 ; Stuyver et al, 2O02) ou modifiees (Pokrovsky et a/, 2001 
Chong et al, 2002) tels que (1(3-3'-fluoro) 2\3'-didesoxy, 2\3 , ~didehydro-4'- 
thio-Nucleosides comportant ou non des radioelements. 

6) Determination des residus impliques dans [e site catalvtique de 
l'enzyme Ntd: 

Comme le montre Falignement de la figure 3, les residus Y(Tyr)13, 
D (Asp)77, D (Asp) 97, E(Glu)103 et M (Met)132 (numerotation etablie par 
rapport a Ntd de B. fermentum - SEQ ID No.2) se trouvent particulierement 
conserves chez les proteines Ntd des differents microorganismes representes. 
Des experiences de mutagenese ponctuelle ciblant ces residus ont permis 
d'etablir qu'ils etaient impliques dans le site catalytique de l'enzyme. En effet, la 
mutation d'un de ces residus entrame une perte d'activite de Tenzyme de Tordre 
de 90 %. 
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REVINDICATIONS 

1 . Procede pour faire evoluer une proteine X codee par un gene 
ntd de Lactobacillus fermentum (L. fermentum) de sorte a en modifier ses 
caracteristiques, comprenant les etapes suivantes : 

a) obtention de mutants du gene ntd de L. fermentum par mutagenese 
aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [P-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour les 
proteines ainsi modifiees X*, P- signifiant que lesdites cellules sont 
auxotrophes pour la substance P, P etant le produit de Taction de X sur son 
substrat naturel S ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat S*, 
S* etant un analogue du substrat naturel S de ladite proteine X; 

d) selection des cellules [P- :: X*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles les 
proteines X* sont capables de realiser la biosynthese du produit P a partir du 
substrat S*. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
proteine mutante X* obtenue est une proteine possedant une activite voisine de 
ladite proteine X, c'est-a-dire appartenant a des classes enzymatiques 
communes ou voisines presentant au moins les trois premiers chiffres 2.4.2 des 
classes EC de la nomenclature internationale a 4 chiffres. 

3. Procede selon I'une des revendications 1 et 2, caracterise en ce 
que les cellules utilisees a I'etape b) sont obtenues par inactivation d'au moins 

i un gene implique dans la voie metabolique naturelle conduisant au produit P. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la 
proteine X* complemente la deficience de la voie metabolique naturelle 
conduisant au produit P dans un milieu pourvu du substrat S*. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
) que I'activite de la proteine X sur le substrat S est au moins 2 fois superieure a 

son activite sur le substrat S*. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
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que I'activite de la proteine X* sur le substrat S* est au moins 10 fois superieure 
a son activite sur le substrat S. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que la mutagenese aleatoire de I'etape a) est effectuee soit par variation de la 

- concentration en manganese lors de la reaction PCR, soit par utilisation 
d'analogues de nucleotides promutagenes ou encore par la mise en oeuvre 
d'amorces comprenant une sequence aleatoire. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
que lesdites cellules sont des cellules procaryotes ou eucaryotes, de preference 
E. coli. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8 caracterise en ce 
qu'on fait evoluer une N-desoxyribosyltransferase (DTP) de Lfermentum de 
sorte a obtenir une proteine qui est une N-didesoxyribosyltransferase par les 
etapes suivantes : 

a) obtention de mutants DTP* de la sequence codant pour une 
N-desoxyribosyltransferase (DTP) par mutagenese aleatoire ; 

b) transformation de cellules comportant un phenotype [N-] avec des vecteurs 
comportant les acides nucleiques mutes obtenus a I'etape a) codant pour les 
proteines DTP*, N- signifiant que lesdites cellules sont auxotrophes pour au 
moins un nucleoside, ledit nucleoside etant le produit de Taction de DTP sur 
son substrat naturel dR-N ; 

c) mise en culture desdites cellules dans un milieu comprenant un substrat 
ddR-N ; 

d) selection des cellules [N- :: DTP*] qui ont survecu a I'etape c) dans lesquelles 
les proteines DTP* sont capables de realiser le transfert du didesoxyribose 
(ddR) d'un didesoxyribonucleoside a un autre nucleoside conduisant a la 
production du nucleoside N necessaire pour la survie des cellules. 

10. Procede selon la revendication 9 caracterise en ce que la 
sequence (ntd) codant la N-desoxyribosyltransferase (DTP) de Lfermentum 
correspond a SEQ ID No.1 que Ton fait evoluer. 

11. Procede selon I'une des revendications 9 et 10 caracterise en 
ce que les cellules utilisees a I'etape b) sont des bacteries de genotype ApyrC, 
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Acod A, Acdd deficientes dans la voie metabolique conduisant a I'uracile. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que les 
bacteries de genotype ApyrC, Acod A, Acdd deficientes dans la voie 
metabolique conduisant a I'uracile utilisees sont des E.coli. 

13. Proteine N-desoxyribosyltransferase (DTP) mutee susceptible 
d'etre obtenue a partir du procede selon Tune des revendications 1 a 12, 
caracterisee en ce qu'elle presente une activite modifiee. 

14. Proteine selon la revendication 13, caracterisee en ce quelle 
presente une activite N-didesoxyribosyltransferase et/ou une activite sur des 
analogues de desoxy ou didesoxyribonucleoside comportant une base 
modifiee. 

15. Proteine selon la revendication 13 ou 14, caracterisee en ce 
qu'elle presente une sequence identique au moins a 70 % a SEQ ID No.2 et 
contenant les residus Y13, D77, D97, E103, M132. 

16. Proteine selon la revendication 15, caracterisee en ce qu'elle 
presente une identite de sequence avec SEQ ID No.2 superieure ou egale a 
80 %. 

17. Proteine presentant une activite N-didesoxyribosyltransferase 
selon Tune quelconque des revendications 14 a 16, caracterisee en ce que sa 
sequence comprend SEQ ID No 4. 

18. Proteine ayant une activite sur des analogues de desoxy- ou 
didesoxyribonucleosides, presentant un pourcentage d'identite avec SEQ ID 
N°4 egale ou superieure a 70 %, et comprenant un residu threonine 
correspondant au point de mutation A15T de SEQ ID N°4. 

19. Proteine selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle 
presente un pourcentage d'identite avec SEQ ID N°4 egal ou superieur a 80 %. 

20. Proteine selon Tune des revendications 18 et 19, caracterisee 
en ce que la sequence de ladite proteine comprend en outre les residus 
correspondants a Y1 3, D77, D97, E103 et M132 de SEQ ID N°4. 

21. Proteine selon Tune quelconque des revendications 18 a 20, 
caracterisee en ce que ladite proteine a une activite N~ 
didesoxyribosyltransferase. 
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22. Proteine selon Tune quelconque des revendications 18 a 21, 
caracterisee en ce que ladite proteine presente une activite de transfer! du 
desoxyribose et du didesoxyribose et/ou didehydroribose. 

23. Proteine selon Tune quelconque des revendications 18 a 22, 
caracterisee en ce que ladite proteine presente une activite catalytique sur d4T 
et ddT superieure a celle de la proteine N-desoxyribosyltransferase native de 
Lfermentum representee par SEQ ID N°2. 

24. Proteine selon la revendication 23, caracterisee en ce que 
ladite activite catalytique sur d4T et ddT est superieure a 50 % a celle de la 
proteine N-desoxyribosyltransferase native de Lfermentum representee par 
SEQ ID N°2. 

25. Proteine selon Tune quelconque des revendications 18 a 24, 
caracterisee en ce que ladite proteine presente une efficacite catalytique sur 
d4T et ddT superieure a celle de la proteine N-desoxyribosyltransferase native 
de Lfermentum representee par SEQ ID N°2. 

26. Proteine selon la revendication 25, caracterisee en ce que 
ladite efficacite catalytique sur d4T et ddT est au moins 5 fois superieure a celle 
de la proteine N-desoxyribosyltransferase native de Lfermentum representee 
par SEQ ID N°2. 

27. Proteine selon Tune quelconque des revendications a 19 a 26, 
caracterisee en ce qu'elle consiste en un polypeptide de sequence SEQ ID N°4. 

28. Acide nucleique comprenant une sequence codant pour une 
proteine ayant une activite N-didesoxyribosyltransferase selon Tune quelconque 
des revendications 13 a 27, telle que la sequence SEQ ID No 3. 

29. Vecteur d'expression comprenant un acide nucleique selon la 
revendication 18. 

30. Vecteur selon la revendication 29, caracterise en ce que 
I'acide nucleique de la revendication 28 est fusionne a un promoteur efficace 
pour Texpression de ladite sequence codante dans les cellules eucaryotes et/ou 
procaryotes. 

31. Vecteur selon Tune des revendications 29 et 30, caracterise en 
ce qu'il s'agit d'un plasmide capable de transformer et de se maintenir chez 
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E. coli. 

32. Cellule hote comprenant un vecteur selon Tune des 
revendications 29 a 31 . 

33. Utilisation d'une proteine ayant une activite 
N-didesoxyribosyltransferase selon Tune quelconque des revendications 13 a 
27 pour le transfert d'un didesoxyribose (ddR) d'un didesoxyribonucleoside sur 
un autre nucleoside. 

34. Utilisation selon la revendication 33, dans la synthese de 2',3 I - 
didesoxynucleosides. 

35. Utilisation selon la revendication 33, dans la synthese de 2\3- 
didehydro-2\3'-didesoxynucleosides. 

36. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 32 a 35 
pour la preparation d'analogues de nucleosides ou nucleotides possedant des 
proprietes antitumorales. 

37. Utilisation selon la revendication 36 pour la preparation du ddl 

ou du ddC. 

38. Precede de preparation de composes comprenant une etape 
consistant a mettre en oeuvre une proteine mutee selon Tune des 
revendications 13 a 27. 

39. Procede selon la revendication 38 pour la preparation 
d'analogues de nucleosides ou nucleotides utiles pour le traitement du cancer 
ou de maladies infectieuses, tels que des didesoxyribonucleosides, comme le 
ddC et le ddl ou des didehydro-didesoxyribonucleosides. 

40. Souche d'E. coli deposee a la CNCM le 22 mars 2004 sous le 
numero d'accession 1-3192. 
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Figurela : Schematisation de la voie "de novo" de UTP et CTP chez E. coli 



pyrA pyrD pyrH ndk pyrG 

HC0 3 ' ► dihydroorotate ►UMP ► UDP ► UTP ► CTP 

pyrB pyrE 
pyrC pyrF 
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Fiqurelb: Voie de recyclage des pyrimidines chez E. co/# 



udk cdd udk 

CMP < rC ► rU ► UMP ► UTP 

| udp 

codA upp 

C ► U ► UMP 

| deoA 

cdd tdk thyA 

dC ► dU ► dUMP-< ► dTMP 

| tdk 



deoA 
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dBase2 




E-dBase2 



E-deoxy-Base2 



E-deoxy 



Base2 



dBasel 



E-dBase1 



E-deoxy-Base1 




Basel 



E-desoxy=complexe enzyme-desoxyribose de la forme 
(E=site actif de I'enzyme) 

HO 




dBase=desoxyribonucleolide 



HO 




OH 



Liaison (3-N-glycosidique 



FIGURE 2 
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CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment 



13 



NTDLh 
NTDLa 
NTDLj 
NTDL1 
NTDLf 
PTDLh 

NTDLmATCC8293 
ProMar 



MNKKKTLYFGAGWFNEKQNKA — YKEAMAALKENPTVDLENSYVPLENQYKGIRI 
MMAKTKTLYFGAGWFNEKQNKA — YKAAMEALKQNPTVDLENSYVPLENQYKDIRV 
MAGWFTETQNKA — YKDAMS ALN AN PT I DLEN S YVPLQNQ YKD I RV 
MPKKTIYFGAGWFTDRQNKA — YKEAMEALKENPTIDLENSYVPLDNQYKGIRV 
LKNTDPVANTKI YLAT SFFNEE QRAR — IPQALAQLEANPTVGVVH — QPFD FQYKDARV 
MKAVVPTGKI YLG S PFYS DAQRER — AAKAKELLAKN — LSIAHVFFPFDDGFTDPDE 

MS Q I YLAG P FFS DE Q I DR — VKRIEAALDSN PTVTDYYSPRK 

MTRKIIYLASPYGFSKQCKKNLLPEFIAALEDLG AEVWEPFSR 



NTDLh 
NTDLa 
NTDLj 
NTDL1 
NTDLf 
PTDLh 

NTDLmATCC8293 
ProMar 



77 97 103 

DEHPEYLH-NIEWASATYHNDLVGIKTSDVMLGVYLP — EEEDVGLGMELGYALSQGKYI 
DEHPEYLH-DIEWASATYHNDLIGIKSSDIMLGVYLP — EEEDVGLGMELGYALSQGKYI 
DEHPEYLH-DKEWAQATYNGDLVGIKTSDVMLGVYVP — KEEDVGLGME LG YAMS QGKYV 
DEHPEYLH-DKVWATATYNNDLNGIKTNDIMLGVYIP — DEED VGLGME LGYALS QGKYV 
DSDPAGVFGSLEWQIATYNNDLNAVGTSDVCTALYDM — DQIDEGICMEIGMFVALHKPI 
KNPEIGGIRSMVWRDATYQNDLTGISNATCGVFLYDM — DQLDDGSAFEIGFMRAMHKPV 
HQKTENPEFTSPWAAEVFQRDIKNVTDADIILSIIDYRDNDADSGTAFEQGMAWVQKKPI 
NAQYENLQ — PGWAHDIALADLRDVRNSDGILAVVNG — T P PDEGVMIE LGAAI ALGKPT 



NTDLh 
NTDLa 
NTDLj 
NTDL1 
NTDLf 
PTDLh 

NTDLmATCC82 93 
ProMar 



132 

LLVIP DED-YGKPINLMSWGVCDNAIK ISELKDFDFNKPRYN— FYDGAVY 

LLVIP DED-YGKPINLMSWGVCDNAIK ISELKDFDFNKPRFN-FYDGAVY 

LLVIP DEL-YGESINLMSWGVADNVIK MSELATFDFNRPRYN— FYDGAVY 

LLVIP DED-YGKPINLMSWGVSDNVIK MSQLKDFNFNKPRFD-FYEGAVY 

VLLPFTKK DKSAYEA — NLMLARGVTTWLE PN-D FS PLKD FNFNHPMAQPFPPFKVF 

ILVPFTEH PEKEKKM — NLMIAQGVTTIIDGNTEFEKLADYNFNECPFNPVRGYGIY 

IVFN ELKFPV — NLMLSESLTAYITN SDDIATYDFDQTPKLPFTG-ELF 

FLFRDDFRRCSDSEEYPL — NLMLFAGL PS I GWN DYFYT S IEE LSD PKKS LAI WLKD 



Figure 3 
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SEQUENCE LISTING 

<110> INSTITUT PASTEUR 

<120> N desoxyribosyltransf erases de Lactobacillus fermentum et application a 
la synthese enzymatique de 2 T ,3 T didesoxynucleosides et de 2 ! ,3' 
didehydrdnucleo sides 

<130> BIF 116236 FR 

<160> 12 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 504 

<212> DNA 

<213> Lactobacillus fermentum filed at Genbank accession N° AY064168 



<400> 1 
atgaaaaata 


ccgacccagt 


tgctaacact 


aaaatttacc 


tggctaccag 


cttcttcaac 


60 


gaagaacaac 


gtgcccgcat 


ccctcaagct 


ctagcccaac 


tagaagccaa 


cccgactgtc 


120 


ggcgttgttc 


accagccatt 


cgatttccaa 


tataaagatg 


cacgcgtaga 


ctccgatcct 


180 


gccggcgtct 


ttggcagcct 


cgaatggcaa 


attgccactt 


acaataacga 


cctcaacgcg 


240 


gtaggaactt 


ccgatgtctg 


cgttgcttta 


tacgatatgg 


accaaattga 


cgaaggaatt 


300 


tgtatggaaa 


tcggcatgtt 


cgtcgccctc 


cataaaccta 


tcgttttact 


accttttact 


360 


aagaaagata 


agtctgctta 


tgaagctaac 


ctaatgctag 


cacggggtgt 


aactacctgg 


420 


ttggaaccta 


atgactttag 


tcccttaaaa 


gactttaact 


ttaaccaccc 


aatggctcaa 


480 


cctttcccac 


cattcaaggt 


tttc 








504 



<210> 2 
<211> 168 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus fermentum 
<400> 2 

Met Lys Asn Thr Asp Pro Val Ala Asn Thr Lys He Tyr Leu Ala Thr 
15 10 15 



Ser Phe Phe Asn Glu Glu Gin Arg Ala Arg He Pro Gin Ala Leu Ala 
20 25 30 



Gin Leu Glu Ala Asn Pro Thr Val Gly Val Val His Gin Pro Phe Asp 
35 40 45 
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Phe Gin Tyr Lys Asp Ala Arg Val Asp Ser Asp Pro Ala Gly Val Phe 
50 55 60 



Gly Ser Leu Glu Trp Gin lie Ala Thr Tyr Asn Asn Asp Leu Asn Ala 
6 $ 70 75 80 



Val Gly Thr Ser Asp Val Cys Val Ala Leu Tyr Asp Met Asp Gin lie 

85 90 95 



Asp Glu Gly lie Cys Met Glu He Gly Met Phe Val Ala Leu His Lys 
100 105 110 



Pro He Val Leu Leu Pro Phe Thr Lys Lys Asp Lys Ser Ala Tyr Glu 
115 120 ~ ~ 125 



Ala Asn Leu Met Leu Ala Arg Gly Val Thr Thr Trp Leu Glu Pro Asn 
130 135 140 



Asp Phe Ser Pro Leu Lys Asp Phe Asn Phe Asn His Pro Met Ala Gin 
145 150 155 160 



Pro Phe Pro Pro Phe Lys Val Phe 

165 



<210> 3 
<211> 504 
<212> DNA 

<213> Lactobacillus fermentum 
<400> 3 

atgaaaaata ccgacccagt tgctaacact aaaatttacc tgactaccag cttcttcaac 60 

gaagaacaac gtgcccgcat ccctcaagct ctagcccaac tagaagccaa cccgactgtc 120 

ggcgttgttc accagccatt cgatttccaa tataaagatg cacgcgtaga ctccgatcct 180 

gccggcgtct ttggcagcct cgaatggcaa attgccactt acaataacga cctcaacgcg 240 

gtaggaactt ccgatgtctg cgttgcttta tacgatatgg accaaattga cgaaggaatt 300 

tgtatggaaa tcggcatgtt cgtcgccctc cataaaccta tcgttttact accttttact 3 60 

aagaaagata agtctgctta tgaagctaac ctaatgctag cacggggtgt aactacctgg 42 0 

ttggaaccta atgactttag tcccttaaaa gactttaact ttaaccaccc aatggctcaa 480 

cctttcccac cattcaaggt tttc 504 



<210> 4 
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<211> 168 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus fermentum A15T 
<400> 4 

Met Lys Asn Thr Asp Pro Val Ala Asn Thr Lys He Tyr Leu Thr Thr 
1 5 10 15 

Ser Phe Phe Asn Glu Glu Gin Arg Ala Arg He Pro Gin Ala Leu Ala 
20 25 30 

Gin Leu Glu Ala Asn Pro Thr Val Gly Val Val His Gin Pro Phe Asp 
35 40 45 

Phe Gin Tyr Lys Asp Ala Arg Val Asp Ser Asp Pro Ala Gly Val Phe 
50 55 60 

Gly Ser Leu Glu Trp Gin He Ala Thr Tyr Asn Asn Asp Leu Asn Ala 
65 70 75 30 

Val Gly Thr Ser Asp Val Cys Val Ala Leu Tyr Asp Met Asp Gin He 

85 90 95 

Asp Glu Gly He Cys Met Glu He Gly Met Phe Val Ala Leu His Lys 
100 105 HO 

Pro He Val Leu Leu Pro Phe Thr Lys Lys Asp Lys Ser Ala Tyr Glu 
115 120 125 

Ala Asn Leu Met Leu Ala Arg Gly Val Thr Thr Trp Leu Glu Pro Asn 
130 135 140 

Asp Phe Ser Pro Leu Lys Asp Phe Asn Phe Asn His Pro Met Ala Gin 
145 150 155 160 

Pro Phe Pro Pro Phe Lys Val Phe 

165 

<210> 5 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 



Page 3 



WO 2005/095596 



PCT/FR2005/000743 



<400> 5 

caatttcaca caggaaacac atatgaccat gattacgcc 



39 



<210> 6 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 

<400> 6 

tgtttcctgt gtgaaattgt tatccgctca c 31 



<210> 7 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 



<210> 8 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<22 3> amorce 
<220> 

<221> misc_f eature 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G 



<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (1) . . (2) 

<223> n est un nucleotide comportant une base A, T, C ou G 



<400> 8 

nnggatcctt aggttagtta gaaaaccttg aatggtggg 



<210> 9 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 



<400> 7 

gatatacata tgaaaaatac cgacccagtt gc 



32 
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<400> 9 

ttaatacgac tcactatagg gg 22 

<210> 10 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 

<400> 10 

gctagttatt gctcagcgg 19 

<210> 11 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> amorce 
<220> 

<221> misc feature 



<222> 
<223> 


(1) . - (1) 

n est un nucleotide comportant 


une base A, T, C ou G 


<400> 11 

ngatatacat atgaaaaata ccgacccagt tgc 




<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


12 
39 
DNA 

Artificial 




<220> 
<223> 


amorce 




<220> 
<221> 
<222> 
<223> 


misc feature 
(1) - - (2) 

n est un nucleotide comportant 


une base A, T, C ou G 


<400> 


12 





33 



nnggatcctt aggttagtta gaaaaccttg aatggtggg 39 
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